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SANTOS, V. H. Avaliacao das células tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial equina inseridas em microcapsulas de hidrogel de
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RESUMO

Animais com lesdo na cartilagem articular, decorrente da osteoartrite,
apresentam-se como um desafio para a Medicina Veterinaria, pois o reparo
cartilagineo nunca € completo quando técnicas convencionais de tratamento
sdo utilizadas. Os avancos médicos e pesquisas relacionadas tém mostrado
crescente interesse na utilizacdo da terapia celular com células tronco
mesenquimais derivadas da membrana sinovial (CTMys) no tratamento destas
lesBes, buscando proporcionar total reparo da cartilagem lesada e promover a
imunomodulacdo necesséria para o controle do processo inflamatorio. Além
disso, existem duvidas quanto a persisténcia, comportamento das células e a
migracdo a outros locais inflamados. Desta forma este estudo teve como
objetivo cultivar e avaliar a viabilidade de CTMys encapsuladas em um
arcabouco tridimensional composto de hidrogel de alginato (HA).
Adicionalmente avaliar a migragao celular utilizando o nanocristal Qtracker 655.
Para isso, fragmentos de membrana sinovial foram coletados da articulacao
metatarsofalangeana de equinos por cirurgia astroscopica, submetidos a
digestdo enzimatica e cultivados em monocamadas. As células foram
encapsuladas em varias concentraces: 10% 20* 50% 10° 20° células em
solucéo de alginato de sodio a 1,5% (w/v). Em seguida, fez-se o processo de
gelatinizacdo em CacCl, (102 mM), permitindo a formacédo do HA, com posterior
cultivo em meio DMEM Knockout durante quatro semanas. A viabilidade,
proliferacéo e diferenciacdo das células foram realizadas através da dissolucao
das microcapsulas em citrato de sédio e contagem com azul de tripan, e a
diferenciacdo através dos cortes histolégicos corados com hematoxilina e
eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para avaliar a migracao celular in vivo
utilizou-se a citometria de fluxo até os 21 dias e cortes histologicos em
microscopia de fluorescéncia aos sete dias. Houve um aumento no numero e
na viabilidade das CTMs durante as quatro semanas de cultura nas
microcapsulas com 10% 10° e 20° células. Através das andlises histologicas

dos HAs corados com azul de toluidina e HE foi possivel observar a distribuicéo
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definida dos condrécitos no hidrogel, assemelhando-se a grupos iségenos e
formacdo de matriz territorial. As células migraram expressivamente para
membrana sinovial, sendo encontradas também em estruturas adjacentes,
comprovando a quimiotaxia pela inflamacdo. Este estudo demonstrou a
eficiéncia do HA como arcabouco para ser utilizado na cultura de CTMys
mantendo a viabilidade e estimulando a diferenciagcdo condrogénica e o
nanocristal mostrou ser eficiente na marcacao das CTMys, néo alterando a sua
viabilidade, permitindo avaliacdo da migracdo celular in vivo na articulagdo dos

equinos.

Palavras-chave: equinos; osteoartrite; terapia celular; arcabouco.
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ABSTRACT

Animals with joint cartilage damage resulting from osteoarthritis present a
challenge for Veterinary Medicine, since cartilage repair is never complete when
conventional treatment techniques are used. Medical advances and related
research have shown increasing interest in the use of cell therapy with
mesenchymal stem cells derived from the synovial membrane (MSCsy) in the
treatment of these lesions, seeking to provide total repair of injured cartilage
and to promote the immunomodulation necessary to control the inflammatory
process. In addition, there are doubts about the persistence, behavior of cells
and migration to other inflamed sites. In this way, this study aimed to cultivate
and evaluate a viability of MSCgy encapsulated in a three-dimensional scaffold
composed of alginate hydrogel (HA) 655. For this, fragments of synovial
membrane were collected from the metatarsophalangeal joint of horses by
astroscopic surgery, submitted to enzymatic digestion and cultured in
monolayers. The cells were resuspended in various concentrations: 10% 20%
50* 10° 20° cells in 1.5% (w/v) sodium alginate solution. The gelatinization
process was then carried out in CaCl, (102 mM), allowing the formation of HA,
with subsequent culturing in DMEM Knockout medium for four weeks. Cell
viability, proliferation and differentiation were performed by dissolving
microcapsules in sodium citrate and counting with trypan blue, and
differentiation through histological sections stained with hematoxylin and eosin
(HE) and toluidine blue (AT). To evaluate cell migration in vivo, flow cytometry
was used up to 21 days and histological sections under fluorescence
microscopy at 7 days. There was an increase in the number and viability of
MSCs during the four weeks of culture in the microcapsules with 10*, 10° and
20° cells. Through the histological analysis of HAs stained with toluidine blue
and HE it was possible to observe the defined distribution of chondrocytes in
the hydrogel, resembling isogenic groups and formation of a territorial matrix.
The cells migrated expressively to synovial membrane, being also found in
adjacent structures, proving chemotaxis by inflammation. This study



demonstrated the efficiency of the HA as a scaffold to be used in the culture of
MSCys maintaining viability and stimulating the chondrogenic and nanocrystal
differentiation was shown to be efficient in the labeling of the MSCys, not
altering its viability, allowing evaluation of cellular migration in vivo the equine

joint.

Keywords: equines; Osteoarthritis; Cell therapy; Scaffold.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina e o
terceiro mundial. Somados aos muares e asininos, séo oito milhdes de cabecas
gue movimentam um mercado de sete bilhdes de reais por ano. O rebanho
engloba maisde 30 segmentos, distribuidos entre insumos, criagdo e
destinacao final, e compde a base do chamado “Complexo do Agronegdcio
Cavalo”, responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e
indiretos (MAPA, 2016). O esporte equestre estd amplamente difundido no
Brasil. Estima-se que cerca de 50 mil cavalos atletas pratiquem esportes
hipicos nas diversas modalidades: salto, vaguejada, corrida, adestramento,
entre outras (CONFEDERAC}AO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO
BRASIL, 2004). Apesar da maior parte dos cavalos do pais ser voltada ao
trabalho no campo, séo os cerca de 20% dedicados ao esporte e ao lazer que
impulsiona 0 mercado equestre no Brasil (LIMA, 2006). Assim, é notéria a

importancia atual do equino atleta em nosso pais.

Considerando este fato, tornam-se extremamente relevantes as
enfermidades que possam diminuir o desempenho atlético desses animais. A
osteoartrite (OA) é umas das principais causas de claudicacdo em equinos, e
esta associada com baixo rendimento do equino atleta, incapacitacdo fisica e
retirada precoce do animal das atividades esportivas (FRISBIE et al., 2007).

Esta enfermidade afeta principalmente a cartilagem articular, porém acomete



todo o conjunto da articulacdo (0sso, capsula, membrana sinovial, ligamentos,
tecidos periarticulares (MCILWRAITH et al., 2012). Além disso, a OA implica
em grandes prejuizos econdmicos para a industria do cavalo atleta (FRISBIE et
al., 2007; SUTTON et al., 2009), sendo uma doenca altamente incapacitante e
de tratamento complexo (MONTEIRO et al.,, 2015). As lesbes condrais
articulares extensas séo frequentes nesses equinos, independente da idade ou
tipo de exercicio realizado (MONTEIRO et al., 2015). Essas lesfes apresentam
grande dificuldade na reparacdo e consequéncias deletérias a longo prazo
(NIXON et al., 2015).

Varios estudos foram realizados avaliando a eficacia do tratamento da
OA por completo (FRISBIE et al, 2009; GOBBI, 2011; MILANO et al., 2010,
YAMADA et al.,, 2013), mas a reparacdo condral ainda é dependente de
processos intrinsecos e extrinsecos, correlacionados principalmente com a
matriz extracelular, e constantemente o tecido de reparacdo se torna
fibrocartilagem, com perda de funcdo (YAMADA et al., 2013; MAZOR et al.,
2014).

Frente a esta situacdo, inUmeros pesquisadores buscam superar 0S
desafios do processo de reparacdo da cartilagem. A bioengenharia tecidual
estd sendo utilizada como um adjuvante em tratamentos convencionais,
contribuindo de forma significativa ndo apenas para a reducdo da destruicédo
articular e da dor, mas também como uma alternativa terapéutica de
regeneracdo (KOCH et al.,, 2009; VINATIER et al., 2009; GOBBI, 2011;
YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015).

Implantes de células tronco mesenquimais (CTM) em lesBes condrais
demonstram ser promissores, representando uma alternativa terapéutica
(VINATIER et al., 2009), contornando a limitada reparagcédo cartilaginosa,
reduzindo a formacgé&o de fibrocartilagem e blogueando o ciclo inflamatorio
articular expressando moléculas anti-inflamatérias como a IL-10, o antagonista
de interleucina 1 (IL-1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-B e PGE,;
(SHI et al., 2012; LENT & BERG, 2013; YAMADA et a., 2013), o que resultaria
em baixa morbidade e no tratamento completo da osteoartrite, quando

comparado com as terapias e técnicas cirlrgicas habituais e atualmente



disponiveis (YAMADA et al., 2013; MCILWRAITH et al., 2011; CARRADE et al.,
2011; RAHEJA et al., 2011; ANDERSON et al., 2014; TSUZUKI et al., 2014).

Uma condicdo fundamental para a utilizacdo das CTM na reparacédo de
defeitos condrais € o0 método de aplicacdo e a manutencdo dessas células no
sitio de acdo. Inimeros métodos tém sido estudados no intuito de garantir o
melhor desempenho das CTM no local da lesdo (NOTH et al., 2008). No caso
dos condrdcitos, o hidrogel de alginato (HA) tém sido o método mais indicado
(FRESHNEY, 2000) por proporcionar o arcabouco tridimensional requerido por
esse tipo celular para evitar sua desdiferenciacdo e também por favorecer a
permanéncia das CTM no local da lesdo, evitando que as células migrem no
organismo do animal. Hauselmann et al. (1994) e Bittencourt et al. (2009)
utilizaram alginato de sédio e obtiveram bons resultados de proliferacao celular,
viabilidade e producdo de moléculas especificas de cartilagem, utilizando

bovinos e ratos, respectivamente como modelo experimental.

A avaliacdo da manutencédo das células e sua diferenciacéo no tecido ao
qual as células sdo implantadas necessitam ser detectadas (KAUR &
SINGHAL, 2011). Diversas marcagdes celulares tém sido estudadas, dentre
estas estdo disponiveis 0s pontos quanticos (WU & BRUCHEZ, 2004).
Dificuldades sdo encontradas em se marcar as células a serem transplantadas,
assim como avaliar o seu destino in vivo, obtendo resultados controversos e de
limitagBes técnicas (OLIVEIRA et al., 2009).

Os pontos quanticos (QDs) sao formados por nanocristais
semicondutores, excitaveis e fotoestaveis, podendo ser estimulados por um
anico comprimento de onda (AZZAZY et al., 2006). Os QDs séo atoxicos as
células e sua fluorescéncia continua ativa por um tempo 100 vezes maior se
comparado a corantes organicos (MARSH et al., 2007). Os nanocristais
provéem luminosidade e fluorescéncia que podem ser observados por horas
em tecidos marcados, ainda podem ser arquivados permanentemente e sao
capazes de marcar quase todos os tipos de material de interesse biolégico
(PARAK et al., 2005). A fluorescéncia do nanocristal pode ser detectada por
pelo menos quatro geracbes celulares, sendo que algumas células podem

permanecer marcadas por até duas semanas (DONALDSON et al., 2004).



As CTM derivadas de membrana e liquido sinoviais sédo fontes tecido
especificas, com elevado potencial condrogénico e de expansao. Além disso,
tais células podem ser obtidas por técnicas minimamente invasivas (DE BARI
et al.,, 2001; SAKAGUCHI et al., 2005; YOSHIMURA et al., 2007; LEE et al.,
2012).

Apesar de todo este potencial, até 0 nosso conhecimento ainda néo
existem estudos sobre a aplicacdo da técnica de microencapsulamento das
CTM em HA para o reparo de lesdes articulares, em equinos. Desta forma o
este estudo teve como objetivo cultivar e avaliar a viabilidade de CTMys
encapsuladas em um arcabougo tridimensional composto de hidrogel de
alginato (HA). Adicionalmente avaliar a migracdo celular in vivo utilizando o

nanocristal Qtracker 655.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. A OA nos equinos

As claudicacbes sdo a maior causa de afastamento das atividades
esportivas, implicando em grande prejuizo econbmico para a industria do
cavalo atleta. A osteoartrite (OA) representa até 35% das causas de
claudicacdo em equinos, sendo uma doenca altamente incapacitante e de
tratamento complexo, principalmente por apresentar gatilhos multifatoriais
(MONTEIRO et al., 2015). Trata-se de enfermidade muito preocupante devido a
solidez de instalacdo e a caracteristica degenerativa da doenca, concebendo
um fator determinante no desempenho e no valor dos animais atletas
(STASHAK, 2006; SCHLUETER & ORTH, 2004; BROMMER, 2005).

Os animais com les&do na cartilagem articular demonstram um desafio
para a Medicina Veterinaria tanto clinica quanto cirargica, em decorréncia do
potencial limitado de reparacdo desse tecido. Apesar dos avancos dos
processos realizados na cirurgia artroscépica e da terapia farmacolbgica
utilizada para o tratamento da OA, a reparacdo condral ainda é dependente de

processos intrinsecos e extrinsecos, correlacionados principalmente com a



matriz extracelular, e constantemente o tecido de reparagédo se torna fibrético
(YAMADA et al., 2013; MAZOR et al., 2014).

Passado alguns anos destas afirmacdes, muitos avancos foram
realizados. Diversos farmacos, procedimentos invasivos e ndo invasivos foram
descobertos, otimizando a qualidade de vida do paciente, melhorando o
prognostico e recuperando o desempenho esportivo do animal com
osteoartrite. Porém, o restabelecimento satisfatorio de uma cartilagem hialina
competente ainda nao foi alcancado. Os resultados obtidos no tratamento de
lesbes da cartilagem articular ainda s&o controversos e, mesmo com O
preenchimento cicatricial de defeitos condrais, na maioria dos casos o dano se
estende para o 0sso subcondral, o processo inflamatoério se mantém e o animal
continua a desenvolver a doenca (LEE et al., 2013). Como consequéncia, ha o
desencadeamento de inflamacéo ciclica, sinovite, capsulite, esclerose do 0sso
subcondral, degradacdo enzimatica da cartilagem articular, apoptose celular,
perda de glicosaminoglicanos, destruicdo da matriz extracelular e da rede de
colageno. Essa série de fatores tem como resultado final a quebra estrutural e
funcional da cartilagem articular, e corrobora com a caracteristica degenerativa
e progressiva da osteoartrite (MCILWRAITH, 2005; NESIC et al., 2006).

No equino adulto, a cartilagem articular é desprovida de inervacao,
organizacao linfatica e vasos, o que implica no reduzido influxo de células
progenitoras sanguineas e um limitado mecanismo regenerativo (KURODA et
al.,, 2007; HALEEM et al., 2010). A reparacdo depende de processos
intrinsecos e extrinsecos, intimamente relacionados com a matriz extracelular.
Os processos intrinsecos sao limitados devido ao baixo potencial mitético dos
poucos condrécitos. Os processos extrinsecos sdo limitados a escassa
migracdo de elementos mesenquimais e células progenitoras do 0sso
subcondral (MCILWRAITH, 2005).

Na reparacao de lesbes cartilaginosas existe uma abundante formacao
de tecido fibroso e fibrocartilaginoso, contendo cerca da metade de colageno
tipo 1l e glicosaminoglicanos presentes em uma cartilagem normal. A formagéo
desse tecido é extremamente limitada em zonas superficiais da cartilagem
articular (FRISBIE et al., 2002; MCILWRAITH, 2005; FORTIER et al., 2010), e
nao confere o retorno morfofuncional desse tecido (MCILWRAITH, 2005).



Com o intuito de superar os desafios do processo de reparacao da
cartilagem, a comunidade cientifica continua pesquisando diferentes terapias e
novas abordagens na tentativa de restaurar as funcbes e componentes

estruturais de uma cartilagem articular saudavel.

1.2.2. Terapia celular na osteoartrite equina

A Dbioengenharia, empregada como adjuvante em tratamentos
convencionais, tem contribuido de forma significativa ndo apenas para a
reducdo da destruicdo articular e da dor, mas também como uma alternativa
terapéutica de regeneracao (KOCH et al., 2009; VINATIER et al., 2009; GOBBI,
2011; YAMADA et al, 2013; MADEIRA et al, 2015). Atualmente, os
tratamentos  combinados  envolvendo células  tronco, arcaboucgos
biocompativeis e compostos bioativos estdo sendo amplamente utilizados
como uma forma de fornecer fonte celular e estimulacdo mecéanica e molecular,
visando a restauragdo morfofuncional da cartilagem articular danificada
(YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015).

Depois de tantos progressos, o emprego da terapia celular possibilitou
gue os pesquisadores aproximassem-se de uma reparacao de cartilagem muito
proxima ao ideal. Agora, novos estudos se voltam para os detalhes nesse
campo de investigacdo, apresentando resultados positivos desde sua primeira
utilizacdo com implante autélogo de condrocitos (BRITTBERG et al., 1994; LEE
et al., 2013; MADEIRA et al., 2015). As interacBes moleculares, a presenca de
inflamacéo, as expressdes genéticas e as respostas celulares, a morfologia do
tecido de reparacado e as aplicacdes associadas sao os alvos das atencdes, ja
que o controle biologico desses indicadores podera contribuir, de forma
imperativa, para o sucesso do tratamento, tornando a cura da osteoartrite
possivel, mesmo com a doenca j& instalada (FILARDO et al., 2013; LEE et al.,
2013).

Varias pesquisas foram realizadas envolvendo terapia celular no
tratamento da OA, como o uso de CTM de diferentes fontes. Yamada et al.
(2016) utilizaram CTM derivadas de tecido adiposo em gel de plasma rico em

plaguetas na lesdo condral equina e observaram que o arcabouco



tridimensional produzido a partir da polimerizacao da fibrina presente no PRP
foi biocompativel e capaz de fixar as CTMs no local da les&@o, proporcionando
um microambiente protetor e rico em fatores de crescimento. Dentro do
arcabouco de PRP, as CTMs migraram e se desenvolveram, indicando dessa
maneira seu efeito biologico, auxiliando de forma inegavel no processo de
reparacao condral (YAMADA et al., 2013). Esses mesmos autores relataram
ainda que a associacéao utilizada melhorou a qualidade do tecido de reparacéo,
devido a acdo conjunta das vantagens apresentadas pela utilizacdo das CTMs
(YAMADA et al., 2016), como quimiotaxia, imunomodulagéo, proliferagdo e
migracdo, somadas ao suporte e a alta concentragéo de fatores de crescimento
presentes no PRP, que estimulam a producdo de matriz extracelular e a
diferenciacdo condrogénica (TEXTOR et al., 2014; XIE et al., 2014; LEE et al.,
2013; YAMADA et al., 2013). Lee et al. (2013) relataram a necessidade de
esclarecer o efeito do PRP sobre as CTMs, pois altas doses induzem
proliferacdo e producdo de matriz extracelular descontrolada, culminando com
o efeito negativo, como a fibrose, diferentemente do que ocorre com no cultivo
com alginato de sddio, que apresenta uma producdo de matriz extracelular e
mantém as caracteristicas fenotipicas dos condrdcito por longos periodos
(HAUSELMANN et al., 1994).

Outra alternativa que vem apresentando resultados promissores sao as
CTM derivadas de membrana sinovial (CTMys). As CTM obtidas da membrana
sinovial tem potencial de auxiliar na reparacéo da cartilagem in vitro e in vivo
(KANAMOTO et al., 2008), fato esse confirmado por McGonagle et al. (2008),
gue relataram que existem indicios convincentes de que estas células podem
ser utilizadas de forma eficaz para promover a reparacdo em lesdes

ligamentares.

Comparada a outras fontes de CTMs, a membrana sinovial é o tecido
mais proximo da cartilagem articular, tem maior capacidade condrogénica e
pode ser colhida facilmente por exame artroscépico sem danificar tecidos
normais (SAKAGUCHI et al., 2005, MOCHIZUKI et al., 2006). A capacidade de
regeneracado espontanea da cartilagem articular é bastante baixa. Por esta
razao, a pesquisa de cicatrizacdo de defeitos superficiais articulares centra-se
na possibilidade de melhor reparo da cartilagem lesada através da



transplantacdo de células (condrocitos, células-tronco mesenquimais) e
engenharia de tecidos (NECAS et al., 2010).

Domini et al. (2006) e Pei et al. (2008) relatam que as CTMys séo
negativas para o marcador hematopoiético CD45 e positivas para CD44, CD90,
CD105. Harvanova et al. (2011) determinaram que as células aderentes
derivadas de MS e fluido sinovial (FS) tinham marcadores de superficie celular
semelhantes e mantiveram propriedades proliferativas apds oito passagens.
Estes achados indicam que as células aderentes derivadas da membrana
sinovial e do liquido sinovial apresentam caracteristicas tipicas de CTMs.
Existem estudos que revelam que as CTMs humanas derivadas MS retém a
sua capacidade proliferativa mesmo apos a passagem 10 (DE BARI et al.,
2001; ZIMMERMANN et al., 2001).

1.2.3. Cultivo CTM MS em trés dimensdes (3D)

Com o avanco da engenharia de tecidos, novas oportunidades para
restauracdo funcional e estrutural do tecido lesado estdo sendo propostas. O
crescimento e a diferenciagcdo das células na engenharia de tecidos sao
hipoteticamente influenciados por interagbes com biomateriais (AWAD et
al.,2004). Awad et al. (2004) estudaram as CTMs derivadas de tecido adiposo
humano (CTMs TA) no que se refere ao potencial de diferenciacéo
condrogénica. Neste estudo, as CTMs foram semeadas em diferentes
hidrogéis, tais como alginato, agarose e suportes porosos de gelatina
(Surgifoam®). Os autores concluiram que o0s varios biomateriais apoiam a
diferenciacdo de células condrogénica derivadas de CTMs TA, e que a
manipulacdo da composicdo dessas construcbes da engenharia de tecidos
pode ter efeitos positivos sobre as suas propriedades mecanicas. Focaroli et
al.(2016) utilizaram CTMs TA humano encapsuladas em alginato, relataram
gue as capsulas produziram ambiente semelhante ao tecido cartilagineo e
eram promissoras para uso em engenharia de tecidos. Ainda destacaram que a
técnica de encapsulamento € simples e reprodutivel, ndo interferindo na

viabilidade celular.



Yang et al. (2004) relataram a necessidade que os condrécitos tem que
crescer em cultivo em trés dimensdes (3D) para manterem sua morfologia e
producdo de componentes da matriz. O mesmo ndo ocorre quando cultivados
em monocamadas: as células tendem a aderir no fundo do recipiente de cultura
e passam pelo processo de desdiferenciacdo, no qual adquirem caracteristicas
morfoldgicas atipicas e passam a produzir componentes de matriz
fibroblasticas como colageno tipo | (BENYA & SHAFFER, 1982; MANDL, et al.,
2004). Assim, para conseguir a producdo de um tecido cartilaginoso funcional,
€ crucial evitar a desdiferenciacdo dos condrocitos durante o processo de
engenharia de cartilagem (ZHANG et al, 2004).

O cultivo com arcabouco tridimensional se baseia em manter as células
em uma matriz artificial, biodegradavel, que possa suportar o crescimento da
cartilagem enquanto os condrdcitos e a matriz se estabelecem. O cultivo
consiste em produzir células através da matriz para implanta-las num defeito
articular. A matriz artificial degrada-se gradualmente em 8 a 10 semanas ap0s
o implante de cartilagem (BENTLEY & MINAS, 2001; YANG, et al., 2004).

Véarias matrizes sdo investigadas na expansdo de condroécitos in vitro
para o reparo da cartilagem lesada. Essas matrizes incluem: arcaboucgos a
base de colageno (gel de colageno tipo | e Il, esponjas de colageno tipo I),
acido polilatico e acido poliglicolico, fibrina, 6xido de polietileno, peptideos e
alginato (FRAGONAS et al., 2000; KISIDAY et al., 2002).

O isolamento dos condrdcitos em hidrogel de alginato tém sido o método
mais indicado (FRESHNEY, 2000). O alginato € um polissacarideo linear (n-
acido gulurénico—acido manurénico), aniénico, capaz de gelatinizar-se de
maneira reversivel na presenca de calcio ou outros cations divalentes
(HAUSELMANN et al., 1994, MULDER, 2002). A matriz de alginato pode ser
utilizada tanto em implantes como em estudos da condrogénese, com grande
importancia no entendimento da fisiologia do tecido cartilaginoso (FRAGONAS
et al., 2000). Uma das vantagens deste polissacarideo polimeralizado é a sua

constituicdo atoxica, biocompativel e injetavel em modelos animais.

Alguns autores realizaram o encapsulamento das CTMs TA em HA, no

intuito de avaliar o potencial de diferenciacdo condrogénica, para utilizacéo
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destas células na reparagdo da cartilagem e observaram resultados
satisfatorios pela semelhanca da capsula com a cartilagem (AWAD et al., 2004;
FOCAROLI et al., 2016).

Independentemente do modo de aplicacdo, as CTMs, além de atuarem
no local da lesdo, possuem ac¢do significativa na modulacdo inflamatéria da
membrana sinovial. Aryal (2001) relatou que a grande falha causada pela
administracdo intra-articular ocorre devido ao rapido efluxo pela cavidade
articular apos a instilacdo. Esta limitacdo aparece pelo fato da cavidade
articular ndo ser uma cavidade isolada do corpo. O aspecto macroscépio da
cavidade articular como um compartimento anatémico pode levar a suposicéo
de que o material administrado fica confinado, mas deve-se considerar que ha
um equilibrio direto com a circulacdo (SCHURMAN & KAJIYAMA, 1985).
Assim, a utilizacdo de implantes encapsulados articulares podem ter acao local

maior pelo fato de ndo migrarem para a circulacdo corporea.

Lee et al. (2013) observaram que CTMs marcadas foram encontradas
aderidas a membrana sinovial, junto a macréfagos, um dia apds a aplicacéo
intra-articular, corroborando com dados anteriormente descritos por Huurne et
al. (2012), o que evidencia a capacidade de tropismo das CTMs para os locais
de lesdo e também demonstra que CTMs protegidas por capsulas permanecem
na articulacdo e ndo alcancam a circulacdo sanguinea. No estudo de Huurne
et al. (2012) foi relatado ainda melhora significativa na inflamacéo e
espessamento sinovial, e reducdo da formacédo de ostedfitos e entesofitos apds

o tratamento intra-articular com CTMs em osteoartrites induzidas.

Bittencourt et al. (2009) estudaram condrdcitos de coelho cultivados em
hidrogel de alginato a 1,5% e observaram proliferacdo celular com aumento na
viabilidade por até 4 semanas. Notaram ainda, em cortes histologicos corados
com azul de toluidina e hematoxilina eosina (HE), distribuicdo definida dos
condrdcitos no hidrogel, assemelhando-se a grupos iségenos, e formagéo de
matriz territorial. Os mesmos autores concluiram que o HA foi eficiente como
arcabouco para ser usado na cultura de condrocitos, constituindo, assim, uma

alternativa no reparo de lesdes na cartilagem articular.



11

1.2.4 ldentificacao celular nos tecidos

O entendimento do comportamento e do potencial regenerativo das
CTMs sera totalmente efetivo no momento em que houver um aporte definitivo
das células no local desejado (FOX et al., 2007). Neste contexto, as formas de
identificacdo s&o cruciais para responder a diversas questbes importantes
(KOCH et al., 2008). Muitos pesquisadores utilizam técnicas de
imunofluorescéncia ou imunohistoquimica para identificar os nichos das CTM
(JONES & McGONAGLE, 2007).

Nos ultimos anos houve um aumento crescente na busca por métodos
fluorescentes capazes de realizar a deteccdo das células (GWINN &
VALLYATHAN, 2006). Esta busca cresceu com o advento da nanotecnologia,
que faz uso de nanoparticulas aplicadas a novas terapias e marcacao

molecular, além de utilizar métodos de deteccéo Optica (BORM, 2006).

Os nanocristais sdo materiais que podem ser observados utilizando
qualquer microscopia fluorescente (epifluorescéncia, confocal e multifocal),
brilhando como sinais de néon, durante até 48 horas (BORM, 2006). Por
definicdo, o nanocristal pode ser detectado por pelo menos quatro geracdes
celulares (DONALDSON et al., 2007), nao sao toéxicos e sua fluorescéncia é
ativa por tempo 100 vezes maior quando comparado aos corantes organicos
(MARSH et al., 2007). O controle da cor emitida pelos QDs pode ser alterada
de acordo com o seu tamanho: os pontos pequenos emitem luz azul, verde ou
amarela e pontos maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza
(SIMBERG et al., 2007). A marcagdo ocorre sem causar efeitos deletérios a
célula, através do envolvimento e interacdo do marcador com a membrana

celular, ocorrendo endocitose e quimiotaxia (AZZAZY et al., 2006).

Resultados com CTM marcadas com nanocristais fluorescentes Q-
tracker foram Gteis na identificacdo de células implantadas em defeitos 6sseos
em caes sete dias ap6s o tratamento (OLIVEIRA et al., 2010). Além disso,
estudos mostraram que a marcagao nao interfere na viabilidade, capacidade
proliferativa e diferenciacéo celular (COSTA, 2009). O tratamento de infarto de
miocardio com CTM realizado por Rosen et al. (2007) sugeriu que as células

transplantadas possuem capacidade de migracdo em direcéo ao tecido lesado,
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e sdo capazes de se incorporar neste tecido, podendo ser visualizadas apoés
um periodo de 8 semanas. N&o foram encontrados em literatura trabalhos que
avaliassem por marcacdo com nanocristal o comportamento das CTM nas

articulacbes dos equinos.

Carvalho et al. (2014) utilizando o Qtracker para avaliacdo da migragéao
das CTMs em tendinites induzidas em equinos, concluiram que 0s nanocristais
apresentaram ser um valioso marcador in vivo de CTMs para serem utilizados
no tratamento da tendinite. Embora a migracdo de CTMs para a corrente
sanguinea tenha sido observada, ndo foi possivel identificar as células

marcadas nos tenddes nao tratados.

Oliveira et al. (2014) avaliaram a marcacdo das CTMs com nanocristal
antes e apés o implante em lesdes tendineas experimentais do tendao flexor
digital superficial (TFDS) de equinos. Observando que as CTMs marcadas e
injetadas no tecido tendineo mantiveram sua fluorescéncia sete dias apos seu
implante, ndo ocorrendo migracdo para o membro contralateral. O uso do
nanocristal para a marcacdo das CTMs derivadas da medula 6ssea equina
mostrou-se efetivo pelo fato de essa nanoparticula ndo ter alterado a
viabilidade celular e por ela ter permanecido ativa durante o periodo

implantado.
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